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Verfahren zur Herstellung von (S)- oder (R)-3,3,3-trifluor-2-hydroxy-2-methyl- 
propionsaurc 

Die vorliegende Erfindung betrifft ein neues Verfahren zur Herstellung von (S)- oder (RV 
3.3.3-tritluor-2-hydro\y-2-nielhylpropionsaure sowie neue Mikroorganismen. die belahigt 
sind das Propionsaureamid der Forme] 



in Form des Racemais oder seiner optisch aktiven lsomere als einzige Slickstoffquelle zu 
\ erwerten. 

(S )-3.3. 3-lrilliu>r-2-liydroxN -2-mcth\ ipropionsaure ist ein wichtiges Zwischenprodukt zur 
Hersiellung von therapeutisehcn Amiden ( FP-A 0 524 7X1 ). 

(iemass .1. Chcni. Soc. 1 ( )51. S. 232° wird ein Verfahren zur Herstellung von (S)-3.3.3- 
lrilluor-2-h>'dro\\ -2-inelh> Ipropionsaure bcschrieben. bei dem das enlsprechende Racemat 
miltels Dimcthow .strychnin in d;is gewiinschie S-Fnantiomere iiherfiihrl wird. Dieses 
Verfahren hat den Nachleil. dass das fur die Raeemattrennung eingesetzte 
Dimethoxvslrychnin zu kosispichg ist. 

Die FP-A 0 524 7Si hesehreibt ein Verfahren zur Herstellung von (S)-3,3.3-trifluor-2- 
liydrox\ , -2-meihylpropionsauiv bei dein das enlsprechende Racemat mittels (S)-(-)-</_- 
methvlhenzylainin in das gewiinschie S-Fnantiomere uberfuhrt wird. Naehteilig bei 
diesem Verfahren ist. dass grosse Mengen an ( S)-(-)-(/.-methylbenzyIamin eingesetzt 
werden miissen. woniit dieses Verfahren ebenfalls zu kostspielig ist. 



OH 




VI 



CONIU 



? 



Aufgabe der vorliegenden Erfindung ist sowohl ein kostengiinstiges und technisch 
gangbares Verfahren zur Herstellung von (S)- oder (R)-3,3.3-trifluor-2-hydroxy-2- 
methylpropionsaure zur Verfugung zu stellen als auch Mikroorganismen bereit zu stellen. 
die in diesem Verfahren eingesetzt werden. 
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Diese Aufgabe wird mit den Mikroorganismen gemass Anspruch 1 und mit dem Verfahren 
gemass Anspruch 5 gelost. 

Die erfindungsgemassen Mikroorganismen konnen aus Bodenproben. Schlamm oder 
1 0 Abwasser unter Zuhilfenahmc iiblicher mikrobiologischer Techniken isoliert werden. 

FiTindungsgcmass eriblgt die Isolation derail, dass man diese in einem Medium enthahend 
das Propionsaureamid der Formel VI in Form des Raeemats oder eines seiner optisch 
akiiven lsomere als einzige StickstoHquelle mit einer geeigneten Kohlenstoffquelle auf 
iibliehc Weise ztichtet. Aus der dureh Ziichtung erhaltenen Kultur werden dann jene 
15 selektioniert. die stabil sind und das Propionsaureamid der Formel VI als einzige 
Slickstoffquelle verwerten. 

Als geeignete KolilensiolVqucllen konnen die Mikroorganismen Zucker. Zuckeralkohole 
oder t.'arhonsauren als Wachsiumssubstrai iiiiix.cn. Als Zucker konnen z. B. Glucose. 
in Arabinose. Khamno.se. Lactose oder Maltose verwendet werden. Als Zuckeralkohole 
konnen bspw. Sorbn. Mannil oder Glycerin \ ei wendet werden. Als Garbonsaurc kann 
beispielsweise Gitroncnsaure verwendet werden. Vor/.ugsweise wird als kohiensioffquelle 
(ilycerin oder Glucose eingesetzi. 

!5 Als Selektions- und Anzuchtmedium konnen die in der Fachwelt ublichen verwendet 

werden. wie beispielsweise ein Mincralsalzmedium gemass Kulla et al.. Arch. Microbiol. 
135. S. 1 - 7. 1W3. 



J) 

Wahrend der Anzucht und Selektion werden zweckmassig die wirksamen Enzyme der 
Mikroorganismen induziert. Als Enzyminduktor kami das Propionsaureamid der Formel VI 
in Form des Racemats oder eines seiner optisch aktiven Isomere, Acetamid oder 
Malonsaurediamid. verwendet werden. 
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Ublicherweise erfolgt die Anzucht und Selektion bei einer Temperatur von 0 bis 42 °C. 
vorzugsweise von 20 bis 37 °C und bei einem pH-Wert von 4 bis 9. vorzugsweise bei 
einem pH-Wen von 5 bis 8. 

10 Bcvorzugte Mikroorganismen sind Propionsaureamid (Formel VI) verwertende der 

Ciaitimg Klebsiella. Rhodococcus. Arthrobacter. Bacillus und Pseudomonas. Insbesondere 
werden Mikroorganismen der Spezies Klebsiella oxytoca (DSM 1 1009), Pseudomonas sp. 
(DSM 1 1010). Rhodococcus opacus 1D-622 (DSM 1 1344). Arthrobacter ramosus ID-620 
(DSM 1 1350). Bacillus sp. ID-621 (DSM 11351), Klebsiella planticula 1D-624 (DSM 

15 1 1354) und Klebsiella pneumoniae 1D-625 (DSM 1 1355) sowie deren iunktionelle aequi- 
valenie Varianien und Mutanten. isolierl. Dabei weisen die Mikroorganismen Klebsiella 
oxytoca (DSM I 1009). Klebsiella planticula ID-624 (DSM 1 1354) und Klebsiella 
pneumoniae ID-625 (DSM 1 1355) R-l lydrolase-Aktivitat und die Mikroorganismen 
Pseudomonas sp. (DSM 1 1010). Rhodococcus opacus 1D-622 (DSM 1 1344). Arlhrohacler 

20 ramosus ID-620 (DSM 1 1 350) und Bacillus sp. ID-621 (DSM 1 1 35 1 ) S-Hydrolase-Akti- 

viiiii aui. Die Mikroorganismen mil der Bc/.eichnung DSM 1 1010. DSM 1 1009 wurden am 
24.06.1996. die Mikroorganismen mil der Bc/.eichnung DSM 1 1355. DSM 1 1354 am 
27.12.1996 und die Mikroorganismen mit der Bezeichnung DSM 1 1351. DSM 1 1350 und 
DSM 1 1344 am 13.12.1996 bei der Deutschcn Sammlung von Mikroorganismen und Xell- 

25 kulturen Cimbll. Mascheroderweg lb. D-38124 Braunschweig, gemass Budapesler Verlrag 
hinlerlegt. 

I Inter ..tunklionell aquivalentcn Varianten und Mutanten" werden Mikroorganismen 
verstanden. die im wesentliehen dieselben Higenschaiten und Funklioncn wie die 
30 Urspnmusmikroorgamsmen hcsitzcn. Derartige Varianten und Mutanten konnen /.uiallig 
/. B. dmch I : V-Besirah!ung gebiidei werden. 



Taxonomischc Beschrcibung von Klebsiella oxytoca (DSM 1 1009) 



Zellform 

Breite jim 
Lange 



Stabchen 
1.0- 1,2 
1.2-2.0 



Beweulichkeit 



Gram-Reaktion 
Lyse durch 3% KOH 



+ 



Aminopeptidase (Cerny) + 

Sporen - 

Oxidase - 

Calalase 

Wachsium 

anaerob + 

Gas aus Glucose + 

Same aus (ASS) 
Glucose 

Imctosc • 

Xylose '■ 

kiylhni 

Adonil 

I)-Mannose 

I.-Uhamnose 

Inosii 

Sorhil 

(/.-lVlelhyl-D-ylucosid 
Cellobiose 

Maltose * 
I.aclose - 
I)-Arabitol 



ONPG 



ADII 



LDG 



one 



Indol 



H 2 S-Bildung 

Simmons Cilrat 

Urease 

Methylrot 

Hydrolyse von 
Gelatine 
DNA 
Tween 80 



Taxonomische Bcsehreibun*; von Pseudomonas sp. (I)SM 11010) 

Zelilorm Siabchen 
Breite urn 0.7-0,8 
1 anye inn 1 .5 - 3.5 

BeweiJichkeit 

( iiam-Rcaktion 
I.yse durch 3" » k< >1 i 
Ami in peptidase (Ccrny) 

Sporen 

Oxidase 

riuoreszens 

Catalase 

Wachstum bei 4 1 C* 
AD11 

1 -rease 

1 1 vdrolvse von ( ielaiine 



N itralreduktion 
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Denitrifikation 



Levan aus Saccharose 



Lecithinase 



S 1 1 bst rat vc r we ri u n g 
Ad i pat 
Citral 
Malat 

L-Mandelai 

Phcnylacctat 

D- Glucose 

Maltose 

Trehalose 

Mannitol 

Adonitol 

Aceiamid 

I lippurai 

Tryptamin 

liuivlamin 



Abkiirzungcn: 

ASS: Acetylsalicylsaure 

ONPG : O-Nitro-phenylgalactosidase 

ADH: Alkoholdehydrogenase 

LDC: Lactatdecarboxylase 

ODC: Ornilhindecarboxylase 

VP: Voues Proskauer 



Das erllndiingsgcnnissc Vcrfahren /ur I Icrsiellung von (S)- oder ( R)-3.3Vlri lluor-2- 
h\ droxy-2-meih\ "Ipropionsaure wird in der ersten Slufe derari durchgeluhn. dass man 
|-.lIi.\i-4.4.4-irilluoraeeloaeetat der I onncl 



( ) 



( ) 



( ) 



Vi- 



lli 



mil einer Mineralsiiure in Tritltioraccion der iormel 



( ) 




IV 



iihert Vihri. 
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Als Mineralsaure kann beispielsweise Salzsaure. Schwefelsaure. Salpetersaure oder 
Phosphorsaure verwendet werden. Vorzugsweise wird Schwefelsaure. Phosphorsaure oder 
Salpetersaure. insbesondere Schwefelsaure. verwendet. 

Zweckmassig wird die Umsetzung in der ersten Stufe in einem polar protischen Losungs- 
mittel wie z. B. in einem niederen Alkohol. in Wasser oder in einer niederen Alkohol- 
Wasser-Mischung durchgefuhrt. Als niederer Alkohol kann beispielsweise Methanol. 
Fthanol. PropanoL Isopropanol. ButanoL Tert.-butanol oder Isobutanol eingesetzt werden. 

Die Umsetzung in der ersten Slufe wird zweckmassig bei einer Temperatur von 50 bis 
100 °C. vorzugsweise bei einer Temperatur von 70 bis 95 °C. durchgefuhrt. 

In der zweiten Slufe des erfindungsgemassen Verfahrens wird Trifluoraccton (Formel IV) 
mil einem Cyanid in das Propionsaurenilril der Formel 



OH 




Y 



umgeset/t. 

Zweckmassig wird ais Cyanid ein Alkalimetallcvanid wie Natrium- oder kaliumcyanid. 
vorzugsweise Natrmmcyamd. cingcscizi. 

Die I ■ mselzung in der zweilen Suile wird zweckmassig in Ciegenwart einer Mineralsaure 
durchgefuhrt. Als Mineralsaure konnen die gleichen wie die zuvor beschriebenen 
verwendet werden. Vorzugsweise wird als Mineralsaure Schwefelsaure eingesetzt. 
I hlicherweisc wird die Mineralsaure im Uberschuss bezogen auf T rilluoracelon eingesetzt. 
Vorzugsweise werden von 1 bis 10 mol Mineralsaure pro mol Trifluoraceton verwendet. 
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Als Losungsmittel konnen die gleichen wie die in der ersten Stufe verwendet werden. 



Zweckmassig wird die zweite Stufe bei einer Temperatur von -20 bis 100 °C. vorzugsweise 
von 0 bis 20 °C durchgefuhrt. 

In dcr dritten Stufe des erfindungsgemassen Verfahrens wird das Propionsaurenitril der 
Formel V in einer konzemrienen Mineralsaure in das Propionsaureamid der Formel VI 
iiberf tihrt. 

Als Mineralsauren konnen die gleichen wie die in der ersten und zweiten Stufe eingesetzt 
werden. Unier einer ..konzenlrierlen Mineralsaure" w ird im iolgenden eine 30 bis 100%iue 
Mineralsaure verstandcn. Zweckmassig wird in der dritten Stufe eine 75 bis 100%ige. 
vorzugsweise eine 90 bis 10()%ige Mineralsaure verwendet. 

Die I Jmsetzuny in der dritten Stufe wird zweckmassig bei einer Temperatur von 0 bis 
160 °C. vorzugsweise von 70 bis 120 °C. durchgeliihrt. 

In der vierten Stufe des erfindungsgemassen Verfahrens wird das Propionsaureamid der 
Formel VI mittels Mikroorganismen in die (S)- oder ( R )-3.3.3-tri11uor-2-Iivdro\\ -2- 
melhylpropionsaure der Formeln 



OH 



Oil 





C '( )OII 



CF\ 



iiberfuhrt. Bei dieser Hiotranslormalion lalh neben der (S)- oder (RKl.3..1-lrinuor-2- 
hydro.\y-2-meihylpropions;iuiv d;is ( K )- oder (S)-3.3.3-uiIluor-2-hydroxy-2-methyl- 
propionsiiureamid der iormein 



OH 



OH 



■ Mil 



VII 



H 2 NOC^^\ 



■■•■huh 



VIII 



CONH, 



CF, 



an. das gegebenenialls isolieri wird. 

5 Das (R)- und (S)-3.3.3-trilluor-2-hydroxv-2-mcthylpropionsaureamid sind in der Literatur 
noch nicht bcschriebcne Verbindungen und daher als ncue Zwischenprodukte zur 
Hersiellung der (R)- oder (S)-3,3.3-trinuor-2-hydro\y-2-mclhylpropionsaure Bcstandteil 
der lirfindung. 

10 Prinzipiell isl die Biolransformation mit alien Mikroorganismen moglich. die das 
Propionsaureamid der Pormel VI in Form des Racemais oder seiner optisch aktiven 
Isomerc als einzige StiekstolTquelle vcrwerlon. l ; iir das Verfahren besonders geeignet sind 
Mikroorganismen der Gaining Klebsiella. Rhodococcus. Arlhrobacier. Baeillus oder 
Pscudomonas. insbesondere der Spe/.ies Klebsiella oxyloea (DSM 1 100 c >). Rhodococcus 

15 opacus ID-(>22 (DSM 1 1344). Arlhrobacier ramosus 1D-620 (DSM 1 1350). Bacillus sp. 11.)- 
(>21 (DSM 1 1351 ). Klebsiella plamicula ID-624 (DSM 1 1354). Klebsiella pneumoniae 1D- 
625 (DSM 1 1355) und Pseudomonas sp. (DSM 1 1010). sowie deren lunklioncll aquiva- 
lenie Variantcn und Muianten. 

20 Die Biotransformation kann nach iiblichem Anziichien der Mikroorganismen mil ruhenden 
Zellen (nichl wachsende Zellen. die koine KohlenstoiT- und IZnergiequelle mehr benoligcn) 
oder mil wachsenden Zellen durchgefuhrt werden. Yorzugsweise wird die Biolranslbrma- 
uon mil ruhenden Zellen durchgefuhrt. 



25 I r i i r die Bioiranslbrmaiion konnen faehmannisch iibliche Medicn eingesolzl werden. wie 
bspw. niedermolare Phosphai-Puffer. 1 II-PIiS-PulTor oder das zuvor bcschriebcne 
Mineralsalzmcdium. 
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Zweckmassig wird die Biotransformation unter einmaliger oder kontinuierlicher Zugabe 
vom Propionsaureamid (Formel VI) so durchgefuhrt. dass die Konzentration 20 Gew.%, 
vorzugsweise 10 Gew.% nicht iibersteigt. 

5 Der pH-Wert des Mediums kann in einem Bereich von 4 bis 10. vorzugsweise von 5 bis 
9.5 liegen. Zweckmassig wird die Biotransformation bei einer Temperatur von 10 bis 
60 °C\ vorzugsweise von 20 bis 40 °C. durchgefuhrt. 

Die auf dicse Weise erhaltene (S)- oder (R)- 3.3,3-trinuor-2-hydroxy-2-melhylpropion- 
10 siiure bzw. das (S)- oder (R)-3.3.3-trilluor-2-hydroxy-2-melhyIpropionsaureamid kann 
durch iibliche Aufarbcitungsmethoden wie z. B. durch Extraklion isoliert werden. 

( iegebenenfalls wird das (S)- oder ( R)-3.3.3-tri11uor-2-hydroxy-2-methylpropionsaureamid 
in Ciegenwart einer Base zur enlsprcchenden Siiure hydrolysiert. Als Base kann ein 
15 Alkalimelallhydroxid eingesetzt werden. Als Alkalimetallhydroxid wird zweckmiissig 
Natrium- oder Kaliumhvdroxid eingesetzt. 
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Beispiel 1 

Herstellung von Trifluoraceton 

500 g (4,9 Mol) konzentrierte Schwefelsaure (96%ig: Merck) wurden zu 1 1 destilliertem 
5 Wasser gegeben und das Ganzc auf 73 °C erhitzt. Dann wurden 500 g (2.69 Mol) Ethyl- 
4.4.4-trifluoracetoacetat langsam hinzugefugt wobei sich zwci Phasen bildeten. Der 
Reaktionsansatz wurdc bis zur Riickflusstemperatur erhitzt und das dabei gebildete 
Trifluoraceton abdestillicrt. Naeh 2 h wurden 293.8 g Trifluoraceton als farblose 
Fliissigkeit. cntsprcchend einer Ausbeute von ca. 90%. isoliert. Die GC-Analyse zeigte eine 
10 Reinheit von 92.1 %. 

Beispiel 2 

Herstellung von 3,3,3-Triflu(>r-2-hydro\y-2-melhylpropionsaure 

15 

39.4 g Nairiumcyanid (0.763 Mol) wurden zu 174 ml destilliertem Wasser hinzugegeben 
und das (ian/e auf -1 °t" gekiihli. Anschliessend wurden 100 g Trifluoraceton (0.X22 Mol) 
iropfenweise hinzugefugt. wobei sich das Reaktionsgemisch auf 6 °C erwarmte. Nach 
BcenJigung der I niluoraceion-/ugabc wurden bei 4 - 5 °C 293.4 g 6 N Schwefelsaure 

20 (1 .491 6 mol If) hmzugegeben. I );mach wurdc das Reaktionsgemisch iiber Nacht bei 
Raumtcmpcrauir gcriihn. Ansehlicsscnd wurdc mil \\\h\ Icther oder mil ten. Butyl- 
mctln Icther exlralucrt und die \crcinigtcn organischen Phasen wurden enlwcder unler 
Normaldruck bei 32 °C oder untcr leichtcm Vakuum (300 - 120 mbar) destiilicrl. 
Insgesamt wurden XX g Produki nut einer Reinheit von 91.2 % (gemcssen mitlels (iC). 

25 cntsprcchend einer Ausbeute von 75. h %. erhalten. 
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Beispici 3 

Hcrstellung von 3,3,3-Trifluor-2-hydroxy-2-methylpropionsaureamid 

Unter Argon-Atmosphare wurde 98 %igc Schwefelsaure vorgelegt. Dazu wurden 15 g 
5 2-Mydroxy-2*.2*.2 , -irinuormethylpropionsaurenitril (86,9 % gemass GC) hinzugefiigt und 
die Reaktion wurde auf 95 °C erhitzt. Nach Edukt-Zugabe wurde das Reaktionsgemisch fur 
15 min auf 1 14 °C erhitzt. Danach wurde das Reaktionsgemisch auf 5 °C abgekuhlt. wobei 
sich eine dicke braunc Losung bildete. Anschliessend wurden 40 g destilliertes Wasser 
tropfenweise hinzugegeben. Dabei sollte sich das Reaktionsgemisch nicht tiber 15 °C 

10 erwarmen. Die dabei gebildete gelbliche Suspension wurde 15 min lang auf -15 °C 
abgekiihh und dann liltriert. Der Filterkuchen wurde mit 20 ml ciskaltem Wasser 
gewaschen und dann iin Vakuum getrocknet. Dabei wurden 12.64 g leicht gelbliches Roh- 
Produkl erhalten. Anschliessend wurde das Roh-Produkt in 13 ml Ethylacetat zum 
Riicktluss erhitzt und dann auf Raumtemperatur abgekuhlt. Zti dieser Suspension wurden 

15 15 ml I lexan hinzugegeben und das Gauze auf 0 °C abgekuhlt. Danach wurde nochmals 
mil 1 Icxan gewaschen. Nach Trocknen im Vakuum wurden 1 1.8 g Produkt. cntsprechend 
einer Ausbeuie von SO. 2 %. erhahen. 

Schmp.: 143. 1 - 144.3 °C 

20 

licispicl 4 

Hcrstellung von (S)0,3,3Mrinucir-2-hytlroxy-2-methylpropions5ureamicJ ((S)-2,2- 
HTFMPA) und (K)- 3,3,3-tririuor-2-hydroxy-2-mcthylpropionsaure ((R)-2,2- 
25 HTKMIVS) mittels eines Mik morgan ism us mit einer K-Hydrolasc 

4.1. Selcktion untl Isolation von Mikroorganismen mit R- und S-Amidasc-Aktivitat 

/u Hi g Hiulenpmhc wurde 11 H i ml I'hosphat-Puffer (0. 1 M. pll 7.0) hinzugeben und das 
30 (ianze 10 Minuicn siehen gelassen und liltriert. Danach wurde der Ubersiand (5.0 ml) oder 
1 ml Abwasser ( ARA. \"isp) in ein Mineraisalzmedium (25 ml: Kulla el al.. Arch. 
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Microbiol. 135. S. 1 - 7, 1983) uberimpft, welches Glycerin und R,S-HTFMPA 
(KohIenstoff-/Stickstoff-Verhaltnis 5:1) enthielt. Anschliessend wurde diese Kultur 
inkubiert. bis eine Mischkultur entstanden war. die.R-(-)- oder S-(+)-2,2-HTFMPA als 
einzige S'tickstoff-Quelle benutzen kann. Diese Kultur woirde dann mehrmals uberimpft 
5 und bei 30 °C bebriitet bis eine Mischkultur entstanden war. 

Die Reinkultur dieser Mikroorganismen wurde unter Zuhilfenahme traditioneller mikro- 
biologischer Techniken erhalten. 

Die auf diese Weise erhaltencn Mikroorganismenstamme vvurden dann auf Agar-Platten fur 
ihr Wachstum auf R.S-2.2-HTFMPA getestet. Die positiven Stamme wurden weiter 

1 0 getestet. Mit diesen Stammen wurde dann ein Vorkultur-Medium angeimpft. Die in dieser 
Vorkultur enthallenen Mikroorganismen vvurden ins Mineralsalzmedium iiberluhrt und 
dann auf ihre Fahigkeit ubcrpriift. sclektiv R-(-)-2.2-HTFMPA oder S-(+)-2.2-HTFMPA 
als einzige Stickstoff-QucIIe zu nutzen. wobei der Uberstand mittels GC auf die Bildung 
\on R-{-)-2.2-llTFMPS oder S-( + )-2.2-HTFMPS und auf die Anreicherung der entspre- 

I 5 chenden Amid gepriilt wurde. 

4.2. \kti\ it;itsl>cstimmun» der U-(-)- oder S-(+)-2,2-HTFMPA-Hydrohisc 

y.ur AkliA'itaislvstimmung der Ih'drolascn wurde die Mikroorganismensuspension auf eine 
20 optisehe Dichie von 4.0 bei 650 nm eingesielli. Als Medium diente ein I 5 hosphai-Puffer 
( 100 mmolar). pi i 7.0. mil 0.5 (ie\\.% K.S-I ITFMPA. Diese Suspension wurde 2 h bei 
30 °C unter Sehiiueln inkubien. Das durch die Hydrolase frcigesetzie Ni l.,* oder das 
entsprechende H I FMPA wurde mittels gemesscn und die Aktivitat als g R-(-)- oder S- 
( + )-HTFMPA umgesetzt/l/h/optische Diehte bei 650 nm ausgedri'ickt. vorausgesetzl. dass 1 
25 mmol gebildeles N 1 14 = I mmol umgesetztem HTFMPA entspricht. 
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Tabclle 1: Die Hydrolase-Aktivitat von Klebsiella und Pseudomonas 



Stanmi 


Hydrolase-Aktivitat 




R-spezifische 


S-spezifische 




(g/l/h/o.D. 650 nm) 


DSM 11009 


0,11 




( Klebsiella sp. ) 






DSM 11010 




0.09 


( Pseiiciomonus sp. ) 







4.3. Hcrstcllung von S-(+)-2,2-HTFM PA und R-(-)-2,2-HTFMPS. 

5 Klebsiella oxytoca (DSM 1 1009). Klebsiella planlicula 1D-624 (DSM 1 1354) oder 

. Klebsiella pneumoniae ID-625 (DSM 1 1355) wurden auf Mincralsalzmedium-Agar-PIattc 
mil (ilyccrin als KohlenstoiT-Ouelle und ( RS)-2_2-I 1TFMPA als ein/iye StieksloiT-Quelle 
2 Taye lany bei 30 °C bebrtitet. Die Zusammcnseixuny des Mineralsal/mediums ist in 
Kulla et al.. Arch. Microbiol.. 135. S. 1 - 7. 1^X3 beschrieben. Mil diesen ausplattierten 
10 Mikiooryanismcn wurde ein Vorkiiliur-Mediuin mil der yleichen Xusammenset/.uny 
beimpli und 2 l ay lany bei 30 inkubien. 

Das dciche M ineralsal/.medium (<>00 ml) wurde mil 50 ml Yorkuilur /Air Induktion und 
Uiomassen-l'rodukuon bchnpft und bei 30 t 21 h Liny inkubierl. Ansehliessend wurden 
die /ellen dureh Zenirifuyaiion yeerntel und in 0.1 M Phosphat-PulTer . pi 1 7.0 
15 aulyenommen. 

Naeli Resuspension der Xelien in 0. 1 M IMiosphal PulVer (200 ml. pi 1 7.0) wurde ein 
optische Diehte bei 650 nm von 4.3 einyestellt und 1.0 Ciew.% ( RS)-2.2-I 1TFMPA 
/.uyct'i'iyL Nach einer lnkubalion von ca. 20 h bei 30 C C wurde R-(-)-2.2-l ITFMPA 
vollsuindiy zur entsprechenden Same umyeset/l. was einer opiischer Reinheil (ee) von 
20 100° ( , und einer Ausbeuie von 4X"... 

Der Reaklionsablaui* wurde anhand der Nl \ x -Frciseixuny und anhand von (iC-Analyse des 
I : hers*:ande>. 
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4.4. Herstcllung von (S)-2,2-HTFMPS und (R)-2,2-HTFMPA mittels eines 
Mikroorganismus mit einer S-Hydrolase 



In analoger Weise zu Beispiel 4.1 . wurde der Mikroorganismen Pseudomonas sp. (DSM 
5 11010). Rhodococcus opacus 1D-622 (DSM 1 1344). Arthrobacter ramosus ID-620 (DSM 
1 1350) und Bacillus sp. ID-621 (DSM 1 1351) isoliert. Die Induktionsdauer betrug 2 Tage 
'inner ansonst gleichen Bedingungen wie Beispiel 4.3.. 

Im Gegensalz zu Beispiel 4.3. wurde die Biotransformation bei diesen Mikroorganismen 
mit 0.5 Gew.% R.S-2.2-HTFMPA durchgefuhrt. Der Stamm Pseudomonas sp. (DSM 
10 1 1010) besitzt eine S-spezifische Hydrolase und die Aktivitat der Hydrolase wurde zu 
0.09 g S-(+)-2.2-HTFMPA umgesetzt/l/h/O.D. 650 nm bestimmt. 

4.5. Aufarbcitung von S-(+)-2,2-HTFMPA und R-(-)-2,2-HTFMPS 

15 196 ml einer Reaktionsmischung enthahend S-{ + )-2.2-HTFMPA und R-(-)-2,2-HTFMPS 
(erhailen aus Beispiel 4.3) 0.1 M Phosphatpuffcr (250 ml). pH 10. wurden 3 mal mit 

lacetat (200 mil extrahiert. Die vereinigten organisehen Phasen wurden mil Na : S()j 
gelroeknet und dann bei 40 (/ und 50 mbar eingedampft. Auf diese Weise wurden 912 mg 
leucines Produkt erhalien. Dieses wurde in heissem fiihylaeetat (1.3 ml) gelost und die 

20 l.osung dann auf kaumlemperalur abgekiihll. Nach Zugabe von I lexan (2 ml) ilel das 

Produkt aus. Die Misehung wurde auf 0 C T abgekiihll. das Produkt filtrieri und dann im 
Vakuum bei 50 C gelroeknet. Dabei wurden 791 mg des S-( + )-2.2-l ITFMPA erhalien. 
enlspreehend einer Ausbeute von 7S.2 % be/., der halben eingeselzten Menge. Mittels 
ehiraler CiC-Analyse wurde nur das S-lsomere identifiziert. 

25 Die verbleibende Wasserphase wurde mit konz. HC1 auf pll 1 eingestcllt und dann 2 mal 
mit Hlhylaeetat (200 ml) extrahiert. Die Fxtrakte wurden bei 40 °C eingedampft und dann 
gelroeknet. Dann w urde I ml I oluol hinzugegeben und das Cianze auf Raumtemperaiur 
abgekiihll. Hs wurden noehmals 2 ml 1 lexan hinzugegeben und das Ganze auf 0 °C ge- 
kiihll. Der l : esisioiT wurde 2 - 3 mal mit I lexan gewasehen und dann getroeknet. Insgesamt 

30 wurden aus der Wasserphase nach Troeknen im Vakuum bei 35 °C 664 mg R-(-)-2.2- 
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HTFMPS erhalten. entsprechend einer Ausbeute von 65.7 % bez. der halben eingesetzten 
Menge. Mittels chiraler GC-Analyse wurde nur das R-Isomere identifiziert. 

Beispicl 5 

Chcmischc Hydrolyse von (S)-2,2-HTFMPA zu (S)-2,2-HTFMPS 

0.47 g Natriumhydroxid ( 1 1.6 mMol) wurdcn in 5 ml dcstillicrlcs Wasser gegeben. Hierzu 
wurden 650 mg (4.14 mMol) (S)-2.2-HTFMPA hinzugeiiigt und das Ganzc auf Riickfluss- 
temperatur erhitzi. Nach 2 h wurde die Reaktionsmischung auf Raumiempcratur abgekiihlt 
und der pH mit 10%igcr HCI auf pH 1.0 eingestellt. Anschliesscnd wurde die Mischung 2 
mal mil Flhylaceial (10 ml) extrahiert. Die vcreiniglen organischen Phasen wurden ubcr 
Na : S() 4 getrocknet. llhricrt und bei maximal 40 °C eingedampft. Nach Trocknen im 
Vakuum-Ofen (45 min bei 35 °C) wurden 61 S mg (S)-( + )-2.2-HTFMPS. entsprechend 
einer Ausbeute von 94.4 %. erhalien. Mitiels chiraler GC-Analysc wurde nur das cine 
Isomerc ldenii lizien. 



Patentanspriiche 



1 . Mikroorganismen. dadurch gekennzeichnet. dass sie betahigt sind, das 
Propionsaureamid der Formel 



OH 




VI 



CP. 



CONH, 



in I ; orm dcs Raccniats odcr seiner optisch aktiven Isomcre als einzige 
StiekstolVquclle zu verwerten. 

2. Mikroorganismcn nach Anspruch 1 der Gattung Rhodococcus. Arthrobacter, Bacillus. 
Klebsiella odcr Pseudomonas. 

Mikroorganismen nach Anspruch 2 der Spezies Klebsiella oxytoea (DSM 1 1009). 
Rhodococcus opacus Il)-(>22 (DSM 1 1344). Anhrobacter ramosus 1D-620 (DSM 
1 1350). Haciilus sp. 1D-621 (DSM 1 1351 ). Klebsiella planticula ID-624 (DSM 
1 1354). Klebsiella pneumoniae 1D-625 (DSM 1 1355) oder der Spezies Pseudomonas 
sp. (DSM I I (HO) oder deren lunktionell aequivalente Varianten und Mutanten. 

4. Yerlahren /ur I lerslellung von (S)- oder (R)-3.3.3-trifluor-2-hydroxy-2- 
nielln Ipropionsiiure der l ormeln 



OH 



OH 





Cb\ 



II 



coon 



dadurch gckennzeichnci. dass man in der ersten Suife Hlhyl-4.4.4-trilluoracetoacetal 

uc" i-ormei 
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O O 




III 



mil einer Mineralsaurc in Trifluoraceton der Formel 




IV 



uherfiihrt. dieses in der zweilen Suite mit einein Cyanid in das Propionsaurenitril der 
lormel 




iiherfiilui. dieses in der drilien Siule mil einer kon/enirierlcn Mineralsaure in das 
I'ropionsaureamid der lormel 



VI 



" Vom:. 



iibcri tihrt uiul dieses ci;mn in der \ ierten Suite mil einem Mik morgan ism us gemass 
den Anspriichcn 1 his 3 in die (S)- oder (R )-3.3.3-trinuor-2-hydroxy-2- 
melhvlpropionsaure yem:iss lormel I oder I! umsei/t. dieses isolierl. wobei hei der 
Hioiranst'ormation nehen der ( S i- oder ( R )-3.3.3-lri jluor-2-hvdrow-2- 
metln Ipropionsiiure das ( R )- oder < S )-3.3.3-iri fiuor-2-h\ droxv-2- 
methylpiopuinsaureamid der l-'ormeln 



OH 



OH 



"Ut|||| 



CONH, 



VII 



H,N'OC 




.VIII 



anfallt. welches gegebenenfalls isoliert wird. 

Verfahren nach Anspruch 4. dadurch gekennzeichnct. dass man in der erslen und 
dritten Slufe als Mineralsiiure Schwefelsaure. Phosphorsaure oder Salpetersaure 
\ erwendet. 

Verfahren nach Anspruch 4 odor 5. dadurch gekennzeichnet. dass man in der zweiten 
Slufe als Cyanid ein Alkalimetallcyanid verwendet. 

Verfahren nach mindeslens einem der Anspriiche 4 bis 6. dadurch gekennzeichnet. 
dass man die I imsetzung in der viencn Siule miuels Mikroorganismen der (iattung 
Klebsiella. Rhodococcus. Arihrobaeier. Bacillus oder Pseudomonas durchluhrl. 

Verfahren nach mindeslens einem der Anspriiche 4 bis 7. dadurch gekennzeichnet. 
dass man die I hnselzung in der vienen Stuie miuels Mikroorganismen der Spezies 
Klebsiella owtoca (I)SM I 1(>0 1 >). Rhodococcus opacus ID-622 (DSM 1 1344). 
Arihrobaeier ramosus II)-o2o (DSM 1 1350). Bacillus sp. ID-621 (DSM 1 1351 ). 
Klebsiella pianlicula ID-624 (DSM 1 1354). Klebsiella pneumoniae ID-625 (DSM 
I 1355) oder miuels Mikroorganismen der Spezies Pseudomonas sp. (DSM 1 1010) 
sowie mil deren funkiionell acquivalenicn Varianten und Mulanien durehliihri. 

Verfahren zur I lersiellung von (S)-3.3.3-irilliu^r-2-hydr()xy-2-melhylpropionsaure. 
der Pormel 
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OH 



"Hill 



COOH 



dadurch gckennzeiclmei. dass man das Propionsaureamid dcr 1-ormel 



OH 



VI 



CONH, 



!0 



mitlels den Mikroorganismen gemass den Anspriiehen 1 bis 3 in die (R)-3.3.3- 
irilluor-2-h\ drox\ -2-meihvlpropionsaure dcr Formel 



OH 



I !()()( 



iiherfiihri. wotvi das (S \- r i ll iuu -2-h\ dro\\ •-2^i]ethylpropionsauivamid dcr 

Formcl 



( )l I 
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ntli 



( ONIL 



anlalh und lei/iercs in ( ic^enwan einer Base /.urn Fndprodukt gemass Formel I 
hvdrolvsicn. 
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10. (R)-3 ,3 J-trifluor-2-hydroxy-2-methylpropionsaureamid. 
1 1 . (S)-3 J3-trifluor-2-hydroxy-2-methyIpropionsaureamid. 
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Zusammenfassung: 

Beschrieben werden neue Mikroorganismen. die befahigt sind. das Propionsaureamid der 
Formel 



OH 



CF 



CONN, 



VI 



in Form dcs Racemais oder seiner optisch aktiven lsomere als einzige StickstolYquelle zu 
verwerien. 

Desweileren wird ein Verlahren zur Hcrslcllung von (S)- oder (R)-3.3,3-trifluor-2- 
h\-drox\'-2-meth\ipropionsaurc der Formel 



OH OH 

! ! 

C'OOI I Cl\ 



ausgehend von Fih> 1-4.4. 4-iriiluoracetai. beschrieben. Die erslen drei Verfahrensstufen 
werden eliemiseh. die vierte Verlahrensstufc wird mikrobiologisch durehgeiuhrt. 



Basel. 03. Mi'irz 

i RFP ' Dr. C;. Schillmger / ji 



